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【序論】
1995年11月、オ ランダにお いて 、アイル ラン ド北西岸 キ ラ リー湾 で養殖 され たム
ラサ キイガイ(ル酬1粥 θ4〃ゴ∫)を原因 とす る食 中毒が発 生 した。下痢、腹痛等 の消化器 系
症状 を主徴 とす る中毒 症状及 びマ ウス毒性試験 結果 か ら、 同地 で発生例 のあ るオカ ダ酸
やデ ィノフィシス トキ シン類 等の下痢性 貝毒 が疑 われたが、HPLC分析 では殆 ど検 出され
なかった1)。後述す るよ うに本研究 によって、この食中毒 の原 因化合物 として新規の貝毒、
アザ ス ピロ酸(azaspiracid;AZA)を同定 した。そ の後 アイル ラン ドの他海域 で養殖 され
たム ラサキイガイ を原 因と した 同様 の食 中毒が ヨー ロヅパ各地で報告 され2'3)、アザス ピ
ロ酸 中毒(azaspiracidpoisonlng)と呼 ばれるに至っている(Fig.1)。
貝毒 と総称 され る 自然毒 によ る二 枚貝食 中毒 は、本来 無毒 な二枚 貝類が 有毒 プ ラン
ク トンを摂 取 した結 果毒化 し、そ の二枚貝 を ヒ トが 食す る ことに よ り発生す る。食 品衛
生上、養殖 産業上 の大 きな問題で あ る。既 知の貝毒 を鑑 みて 、未知 の二 枚貝食 中毒 が発
生 した際 には原 因化 合物 の単離 ・化学 構造決 定、そ の化学 構造 的特徴 に基 づ く微量定量
法 の開発、監 視体 制の整備 な らび に原因 生物 の特定 、 ヒ トの健康 に対す る影響 につ いて
の評価等 の一連の研究 をいかに迅速 に実施す るかが重要で ある。
また、 貝毒 の化学的研 究 は新 規骨格 の発 見等 、化学 構造 決定そ の ものが持 っ意義 に
加 え、特異な化 学構 造 は有機 合成化学 者 の挑戦 的な ターゲ ッ トとな る。 また、強 力且つ
特異 な生理活性 を持 つ ものが多 いので生体 内現 象 を解 明す るた めの有用 な試薬 とな り得
る。
以上 を踏 まえ、本研究 で は新規 二枚 貝食 中毒"ア ザ ス ピロ酸 中毒"に つ いて、 アザ
ス ピロ酸及び関連化合物の単離 ・構造解析、生物活性評価、分析 法開発 を目的 とした。
【第1章 】アザ スピロ酸及び アザス ピロ酸同族体 の精製
1995年、1997年の事件 に関与 した毒化ム ラサキイガイ をアイ ル ラン ドか ら入手 し、
原因毒 を単離 した。
キ ラリー湾で採取 された毒化ム ラサキイガ イ約20kgの アセ トン抽出物 にっ いて常法
に従 い溶媒 分画 を行 った ところ、 含水 メタ ノール 区にマ ウス致 死成分 を得た。 引 き続 き
マウス致死活 性 を指標 に各種 液体 カ ラム ク ロマ トグ ラフィー によ る精製 を行 った結果 、
新規貝毒 アザス ピロ酸(AZA)を2,3mg得た(Flg.2)。1HNMRスペク トルFig.3に示す。
ア ランモア島で採取 され た毒化ム ラサキイガイ約40kgの アセ トン及び メタ ノール抽
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出物 力、らは 、AZAllmgに 加 え 、4成 分単 離 した(Fig.2)。各成 分 のIHNMRス ペ ク ト
ル(Fig.3)は構 造 の類 似 性 を示 し、AZAの 同 族 体 と判 断 して 、 アザ ス ピロ酸一2、3,4,5
(AZA2-AZA5)と命 名 した 。 収量 はそ れぞ れ3.0、0.6、0.5、0.3mgであ った 。
【第2章 】主成分 アザス ピロ酸 の平面構造及び相対立体配置決定
AZAは 、カ チオ ン及 びアニオ ン交換 カ ラム に保持 され る両性化 合物で あった。ニ ン
ヒ ドリン試薬に陽性 、 ドラゲ ン ドルフ試薬 に陰性であったこと、1721cm-1のIR吸収か ら
一級 あるいは二級 アミノ基 及びカルボキ シル基 の存在が確認 された。各種MS、NMR実
験 によ り、分子量は841(C47H71NO12)である ことが判明 した(Table1)。
1H-1HCOSY、TOCSY及びHMBCの 各スペク トルよ りFig.4に示す部分構造 を推定 し
た。 さ らに、水酸基 及び ア ミノ基 の位置 を特定す る重水 素 シフ ト法 の結果か ら、水酸基
の位置 とアザ スピロ環 の存在 を推定 した。NOE相 関の解釈 を加 え、AZAの 平 面構造 を新
規 なポ リエーテルカル ボ ン酸で ある と決定 した(Fig.5)。ポ リエーテ ル ・ポ リオール化合
物の構造確認 に有用なNegativeFABCIDMS/MS測定の結果 は、NMR実 験 よ り推定 した
構造を支持 していた(Flg.6)。
相対立体配置はNOE相 関及び3」照 か ら、Fl&7・に示す3セ グメン トに関 して推定 し
た。 この時点で、セグメン ト問の関係 と20位の相対立体配置は不 明であった。
【第3章 】 アザ ス ピ ロ酸 同 族体(AZA2、3、4、5)の 平 面構 造 及 び 相対 立 体 配 置決 定
MSよ り分 子 量 は そ れぞ れ855(C48H73NOI2)、827(C46H6gNO12)、843(C46H6gNOB)、
843(C46H6gNOI3)であ る と推 定 した。:NMR実験 か ら、そ れ ぞ れAZAの8一 メチル 化 体 、22一
デ メチ ル 体 、22一デ メ チ ル ー3一ヒ ドロキ シ体 、22一デ メ チ ル ー23一ヒ ドロキ シ体 で あ る と決 定 し
た(Flg.8,14)。:NOE相関 と3」曲 か ら、C6-C39骨格 の相 対 立 体 配 置 は いず れ の 同 族体 も
AZAと 同様 で あ る と考 え られ た。 この時 点 で 、AZA4の3位 の相 対 立体 配 置 は不 明 で あ
った。
【第4章】アザスピロ酸類の絶対立体配置決定
天然物有機化合物の絶対立体配置は、作用機構の解明、有機合成研究において必須
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の知見であ る。そ こで、AZA類の絶対立体配置の決定 を試みた。
3-lAZAの 炭 素 骨格
AZAを メ チ ル エ ス テ ル と した 後 、NalO4によ りC20-C21炭素結 合 を酸 化 開 裂 す る と
高収 率 でCl-C20セ グ メ ン ト、C21-C40セグ メ ン トに相 当す る フ ラ グ メ ン ト(A、B)が
生 成す る こ とが 判 明 した(Flg.9)。約3mgのAZAか ら得 た フラ グ メ ン トの一 部 あ るい は
全量 を用 い、 新Mosher法4)の適 用 を試 み た。
3-1-IC6-Cl9セグ メ ン ト
ヘ ミメ チ ル ア セ タ ー ル と して 得 られ た フ ラ グ メ ン トAをCDCI3溶 液 と して 放 置 す る
こ と で ア ル デ ヒ ドを 再 生 し、 ア ル コ ー ル に還 元 後 、 炭 素 二 重 結 合 を水 素 添 加 した 。 酸 化
によ りカ ル ボ ン酸 に導 き 、キ ラル 異方 性 試 薬phenylglycinemethylester(PGME)と反 応 さ
せ た 後、 そ のIHNMRケ ミカル シ フ トの差 を求 め た(PGME法5))。 す なわ ち 、 カ ル ボ ン
酸 を二 分 し(の 一及 び(R)一PGMEと縮 合 させNMRに よ る解 析 を行 った 結果 、19位 は3で
あ り、C6-C19セグ メ ン トの絶 対 立体 配 置 をFig,10に示す よ うに決 定 した。
3-1-2C21-C25セグ メ ン ト
フ ラ グ メ ン トBのE環 を、PGME塩 酸 塩 に よ る ア ミノ リシス6)を行 い、 セ コカ ル ボ
ン酸 のPGMEア ミ ドを ワ ンス テ ップで 調 製 した。3-1-1と同 様 のNMR解 析 か ら、22位 は
Rで あ り、C21-C25セグメ ン トの絶 対 立体 配 置 をFig.11に示 す よ うに決 定 した。
3-1-3C28-C39セグ メ ン ト
フ ラ グ メ ン トBのC26=CH2の 炭 素二 重 結 合 を03酸 化 で ケ トン と した。 引 き続 いてE
環 を開 環 し、 生 じた α一ヒ ドロキ シケ トンか らNa夏04酸化 を経 て カ ル ボ ン酸 に 誘 導 した。
PGME法 を適用 し絶 対 立体 配 置 を推 定 した(Fig。12)。
3一ト420位
二 級水酸基 とキ ラル異 方性試 薬、MTPAと の反応が進行 しなか ったため、新Mosher
法が適 用できず、立体配置の決定 には至 らなか った。
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3-2AZA4の3位
AZA4の3位 の絶対立体配置は、新Mosher法によって決定 可能 と考 え られたが、試
料量が150昌9と 微量で あった。そ こで極微量で決定可能な分解物 と合成標 品をカ ラム上
で挙動の 比較す る方法 を採 用 した・す なわ ち、(S)一3一フェニル乳酸か ら調製 した(の 標 品
及び(R)標品 と、5μ9のAZA4か らC4-C5炭素二重結合 を酸化的 に開裂 し得た誘導体
とをHPLC-ESIMSを使用 して比較 した結果、3位の絶対立体配置 をRと 決定 した(Flg.13)。
最終 的に決定 したAZA類 の構造 をFig」4に示す。
【第5章 】 アザス ピロ酸の生物活性
5-1マ ウス 毒性
AZAの マ ウス 最 小致 死 量 は 、 腹 腔 内 投 与 で200μg/kg、経 口投 与で500μg/kg7a)であ
った(Table2)。
5-2各種活性試験
マウス リンパ腫綱胞P388-D1に対 して は、50%作 用濃度2.1xlσ2nMという極めて
強力な毒性 を示 した。 ヒ トロ腔 内類表細胞KBに 対 する毒性及び プロテイ ンフォスフ ァタ
ーゼ2A阻 害活性 は検出 されなか った8)(Tab且e2)。
5-3経口投与 によ る組織病理学的検 証
加v∫voにお ける詳 しい影響 を組織病理学 的見地か ら評価す るため、AZAを 経 口投 与
したマ ウスにつ いて光学及び電子顕微鏡 による組織損傷部位 の観察 を行 った η。
最 小致死量 付近 の高濃度 で投与 した場 合、 小腸 で は充血、液体 の貯留 、絨 毛上部 の
損 失 と粘膜 固有層 及び上 皮細胞 の損傷等 が認 め られた。 液体貯 留は下痢 の原 因 とな りう
る ことを意 味 し、 ヒ トで報 告 された症状 を説 明 し得 る。小腸以外 の臓器 で も、肺 にお け
る浮腫 、 出血 及び 炎症、肝 臓 にお ける脂 肪化及 び膨張、 胃 と小腸 にお ける潰瘍、胸 腺 ・
脾臓 にお ける リンパ球異常等が観察 された(Table3)。三 日間で計二回、高濃度 を投 与 し
たマウスでは、投与か ら3ヵ 月後 も胃と小腸 の損傷が回復 していなかった。
1、5、20、50酵g/kgずっを一週間に2回 、約20週 間にわた り反復投与 し続 けた とこ
一257一
ろ、肺、小腸及 び肝臓 に対 す る慢性毒性が観察 された。50μg/kgを投与 したマ ウスに観察
された変化 を 肱ble3に示す。投与停止後1-3ヵ 月経た個体 には、肺 での腫瘍形成や、胃
での変質形成、小腸粘膜固有層の萎縮及び庭燗等 の変化が確認 され た(τable4)。ここで、
腫 瘍形成 が確認 されて い ることは重 大な毒 性で ある。 ヒ トに対 して も重篤 な影響 が懸念
される。
【第6章 】 アザス ピロ酸類の定量法 の開発 と応用
AZA類 は、ESIMSにお ける検 出感度が良好 であ った ことか ら、HPLC-ESIMS分析法
の検討 を行 った。AZA4、AZA5は 含量が少な い こと、マ ウス毒性が比較 的低 いことか ら
分析対象か ら除いた。
64分 析条件及び前処理法の検討
検討 の結 果、設定 した条件 を装置 の構 成 とと もにFig.15に示す。検 出限界 は、何れ
の成分 も100pg前後(s/n=3)と高感度 分析 が可能 であ り、マウス毒性試験法 に比較 し
て数万倍の感度であ った。注入量 とピークエ リアにはAZA100pg-100ng、AZA2及びAZA3
200pg-50ngで良好な直線関係があった。
実試料の前処理法 は無毒ム ラサキイガイの抽出液 に濃 度既 知のAZA類 溶液 を添加 し
て検討 した。そ の結果、Flg.16に示す ように設定 した。無毒のム ラサキイガイ1g相 当の
抽 出液に500ngのAZA類を添加 した ところ何れ の成分 も97%以 上が 回収 された(n=3)。
6-2実試料分析 と応用
二 例 目の アザス ピロ酸 中毒、つ ま り1997年の食中毒事件では、 マウス毒性試験 で観
察 された症状か らAZAの 関与が疑われて いた。裏付 け とな る化学 的データは出され てい
なかった ため、本方 法の適用 を試み た。事件発 生直後 に採取 され たム ラサ キイ ガイ を試
料 として、抽 出、前処理の後、2mg相 当量の検液 を分 析 した ところ、AZA、AZA2、AZA
3が検出 され、AzAsの関与を明確 に示す ことが できた(Fig」7)。さらに1997年11月12
日か ら1998年5月18日 の間にア ランモア島で採取 されたム ラサ キイガイ試料 中のAZA
類濃度の推移 を調査 した ところ、1月 付近で最大値を示す ことが確 認された(FigI8)。
加熱調理を想定 しム ラサ キイ ガイ中AZA量 の変化 を調査 した結果 、加熱過程でAZA
類量 の分解 すな わち毒性 の減少 は起 こ らない こ とが 明 らか となる と同時 に、ム ラサ キイ
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ガイ 中のAZAは 生体 マ トリックス に比較 的強 固 に保持 されて いる可能 性が示 唆 され た
(Fig.19)o
また、二枚 貝 中か らAZAsの 検 出 は下痢性 貝毒 に準 じた毒性試験法 によって行わ れ
て きた。 しか し、実証 的な デー タがなか ったた め、 この方 法 を用 いて抽 出効 率等 の検討
を行 った。その結果 、下痢性貝毒 に使用 されて いるアセ トンで はAZAは 十分 に抽出 され
ないことが判明 した(Fig.20)。
なお、本実験で得 られた知見 をも とに、二枚 貝中のAZAの マウス毒性試験 によ る標
準的検査法が設定 された。
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Table2.BioactivitiesofAzaspiracid
Mouselethality
{i.p.,DDY,male}
{p.o.,ICR,male}
200μg!kg★
500Ng/kg
Cytotoxicity
P388-D1
{印50}
KB
{EC50} n.d.
2.2x10-2nM
(>1.2x102nM)
Proteinphosphatase2A
inhibition
{IC50} n.d.(>3.OnM)
Minimumlethaldose.
"'ThoseofAZA2,3,4andsare110,140,470and>1000Ng/kg,respectively.
一264一
Table3.Acute***andChronic****ChangesinOrgansofMiceinducedbyAZA
Organ CharacteristicChanges
Acute Chronic
Lung 一edema
-bleeding
-inflammatorycellsinthealveolarwall
interstitialinflammation
-congestion(bleeding)
Liver
Sma旧ntestine
Stomach
一fattychange
-swelling
一ulceration
-accumulation
ofwaterysubstances
一ulceration
一focalnecrosis
-singlecellnecrosis
-sma湘in刊amma量bn
-mitosis
-congestion
一gas
-shortenedvilli
edema
-atrophiclamina
Thymus 一necroticlymphocyte
Spleen 一smallnumberoflymphocytes
inmarginalzoneandnecrotic
lymphocytesintheredpulp
費★★At300 -700μ9/kg,obser▽edafter3hrs占、
轍★★At50μg/kg
,upto40tlmesforaperiodofユ45days.
E.ltoetaL.Tosicoii,2000.35,917-930.
L
Table4.CkangesObservedinPos卜withdrawalPeriods★轍 ★
Group Organ Change Appearance
50μglkgLung 一tumor 1/10 壌0%
20Ng/kgLung
Stomach
Sma田ntes額ne
一tumor
-intestinalmetaplasia
-atrophiclaminapropria
anderosion
3/103Q
6/1060%
10/10100
5μglkgRectum&Anus一performation(constipation
inflammationofhypogastrium)
一erosion
1/5 20
5/5100%
1μ91kgSmallintestine
Liver
一Hyperplasticnodule
-mitosis
?
?
?
?
17%
33
★虐揃Micewereinjected40t面¢sinthefirstl45days
andobservedfor1-3monthwithoutinlection.
E.Itoe匡aL,アbx'`o'1,2002,40,193-203.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
世界各地で食物連鎖 を介 した二枚貝の毒化 が起 きてお り,産 業上,食 品衛生上の問題 となっている。
特 に新 しいタイプの食 中毒 が発見 された場合 には早急 にその毒 の化学構造 を基 に した分析法 を開発 し,
食品の安全性 をはかるとともに,毒 化原因 を究明することが食中毒予防対策を策定する上で重要である。
本研 究で は,1995年以降アイルラン ドを中心 として ヨーロッパで発生 し,養 殖業に多大の被害 を与 えて
いる新規貝毒 について,原 因毒 を単離,構 造決定 し,分 析法を開発す るとともに毒性学試験 に供 して危
険性 に関す る評価 を行 っている。
まず,毒 化 ムラサキイガイか ら主要毒及び副成分 としての4同 族体群 を単離 し,構 造 を明 らかに して
いる。構 造的特徴か らアザ スピゴ酸 と命名 したが,い まや,こ の名称 は原 因 とす る食 中毒の名称 として
(アザスピロ酸中毒)世 界的 に用 い られるまで になってい る。
アザス ピロ酸 の構造決定 は,NMRを 初 め とす る最新の技術 を駆使 して行 われ,分 子:量841,分子式
C47H71NO12であ り,ア ザスピロ環,6,5,6一トリス ピロアセ タール,2,9一ビシクロ[3.3.1]ノナン環,
カルボキ シル基 を同一分子内 に有す る天然物 に類例 を見ない新規なポ リエーテル カルボ ン酸であること
を明らかに した。 また,極 微量であるにも関わ らず,化 学返還 とNMR測定 を駆使 して,大 部分の絶対立
体配置 まで を決定 してい る。
さらに,そ の同族体アザス ピロ酸一2,3,4,5の4化合物 については,そ れぞれ8一メチル アザス ピロ酸,
22一デメチルアザス ピロ酸,3一ヒ ドロキシー22一デメチルアザス ピロ酸22一 デメチルー23一ヒ ドロキシアザ
スピロ酸であることを明 らか にしている。 また,ア ザス ピロ酸4に ついては3位 の絶対立体 配置 を5μg
とい う極微量 の試料 を用いてHPLC-ESIMS法によ り決定するな ど,卓 越 した技術 を示 してい る。
分析法 につい ては,HPLC-ESIMSを用いたアザスピロ酸群 の微 量定量法 を開発 した。 また,下 痢性
貝毒のマ ウスバイオアッセイ法がアザス ピロ酸の検 出には適 さない ことを明 らか に し,新 たな方法 を提
示 した。
その毒性については,腹 腔内,経 口のいずれの投与方法で もマウス致死毒性を有することを明らかにし,
経口投与 されたマウスの多種 の臓器への影響があること,さ らに反復投与によ り発癌性 を確認するな ど,
危険性評価 に必須な基礎的 な情報 を与 えている。
以上の ように,大 藤克也 による本研 究の成果は,独 創性に富 むばか りでな く,社 会 的,産 業的に重要
な知見 を提供 し,か つ,本 分野 の将来の研究 に大 きく貢献す るものである。審査員一 同は,こ れを博:士
(農学)の 学位 を授与す るに値す る もの と判定 した。
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